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Résumeé

Les composés antioxydants font I’objet de nombreuses recherches, car, en plus
d'étre utilisés comme des conservateurs dans les aliments en remplacant les antioxydants
de syntheése, ils sont également impliqués dans le traitement de nombreuses maladies. Nous
nous sommes intéressés dans ce travail a 1’évaluation des propriétés antioxydantes des
extraits phénoliques des racines de Zizyphus lotus(Rhamnacées), une plante utilisée dans la
médecine traditionnelle. Les résultats obtenus montrent que la racine est riche en
polyphénols dont la teneur est 23.2970027 EAG/g MS. L’évaluation du pouvoir
antioxydant in vitro par la méthode de FRAP a montré que 1’extrait de Zizyphus lotus a une
forte activité antioxydante a faible concentration. Les tests de la cytotoxicité montrent que
I’extrait phénoliqgue de Zizyphus lotus ne présentent aucune toxicité pour des

concentrations de (50-1000pg/ml).

Ces résultats sont trés significatifs et montrent que 1’extrait phénolique présente une

propriété antioxydante.

Mots clés : cytotoxicité, réduction du fer, polyphénols, pouvoir antioxydant,

Zizyphus lotus.



Abstract:

Antioxidant compounds are the subject of much research, because, besides being
used as preservatives in foods replacing synthetic antioxidants, they are also involved in
the treatment of many diseases. In this work, we are interested in the evaluation of the
antioxidant properties of phenolic extracts of the roots of Zizyphus lotus (Rhamnaceae), a
plant used in traditional medicine. The results obtained show that the root is rich in
polyphenols whose content is 23.2970027 EAG/g MS. The evaluation of the antioxidant
power in vitro by FRAP method showed that the extract of Zizyphus lotus has a strong
antioxidant activity at low concentration. Cytotoxicity tests show that the phenolic extract

of Zizyphus lotus does not show any toxicity for concentrations of (50-1000ug/ml).

These results are very significant and show that the phenolic extract exhibits

antioxidant property.

Keywords: cytotoxicity, iron reduction, polyphenols, antioxidant power, Zizyphus

lotus.
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Introduction générale

Introduction génerale

La découverte d'especes chimiques radicalaires présentes de facon normale dans
I'organisme humain a bouleversé notre compréhension des mécanismes biologiques. Ces
radicaux libres, utiles pour l'organisme, sont produits a dose raisonnable par divers
mécanismes physiologiques. Cependant, cette production peut devenir excessive dans

certains cas ce qui mene l'organisme a se protéger par différents systémes antioxydants.

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions
énergétiques ou de défense, cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systemes de défense, dailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux
présents. Dans ces cas, I'équilibre antioxydant / pro oxydant est équilibré, mais dans
certains cas, en raison d'une production excessive de radicaux libres (tabac, alcool,
pollution et certaines maladies, comme le diabete, le cancer, le sida, I'inflammation, les
maladies cardiaques vasculaires) ou diminution de la capacité antioxydante (apport
insuffisant en micronutriments antioxydants, inactivation enzymatique) un déséquilibre
peut se produire entre la production de radicaux libres et le systeme de défense qui est a
I'origine des changements de I'état redox des cellules, appelé stress oxydatif. (Pincemail et
al., 2000)

Les plantes médicinales ont toujours joué un role trés important dans la santé
(Carillon, 2000). En effet, les substances naturelles des plantes représentent le premier
réservoir de nouveaux medicaments et représentaient actuellement prés de 60 % des
médicaments dans le monde (OMS, 2000). Les 40% restants représentent des médicaments
dont la synthese provient généralement de la synthése chimique de molécules ou de parties
de molécules naturelles prises comme téte de séries (Fouché et al., 2000). Ainsi, les effets
biologiques des polyphénols, entre autres ses propriétés antioxydants intrinseques, ont été

évalués dans de nombreuses études.

Des études in vitro ont montré que les polyphénols ont des effets protecteurs sur les

modeles de stress oxydatif.

Dans ce contexte général, nous nous sommes consacrés dans le cadre de ce travail

de recherche a I’étude de l'activité antioxydante des extraits phénoliques de la racine de

1



Zizyphus lotus, plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle comme un
traitement de certaines maladies : les troubles digestifs, la faiblesse, les affections du foie,

I’obésité, les troubles urinaires, le diabéte, les infections cutanées, la fievre, la diarrhée.

Dans la premiere partie, nous avons effectué une étude bibliographique composée
de trois chapitres ; notions générales de stress oxydatif, les composés phénoliques et ses
propriétés biologiques et enfin la présentation de notre plante étudiée de maniére générale

avec addition de son activité biologique et thérapeutique.

Ensuite, nous détaillons dans le deuxieme chapitre de ce travail la démarche
expérimentale employée pour I'extraction et la détermination de la teneur en polyphénols
totaux ce qui a permis d’évaluer la capacité antioxydante des extraits de plantes grace au
test FRAP.

Enfin, nous cl6turons ce travail par une conclusion générale qui résume les
différents résultats obtenus dans le cadre de ce projet de fin d’études. Nous présentons
également les perspectives futures pouvant éventuellement enrichir ce travail et donner

suite a ses objectifs.

Objectifs

— Quantifier le taux des polyphénols totaux des racines de Zizyphus lotus.
— Tester la toxicité de I’extrait phénolique des racines de Zizyphus lotus in vitro.
— Etudier sonactivité antioxydante par le test FRAP (ferricreducing antioxydant

power).



1 Chapitre I:

Stress oxydatif



1.1 Définition du stress oxydatif :

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les systéemes pro-oxydants
et les antioxydants, en faveur les premiéres, il est impliqué dans le développement de

plusieurs maladies (Atamer, 2008) (figurel).

B P

/ ystéemes antioxydants
Enzymatiques Non enzymatiques
Sources d’ERO Superoxyde Glutathion ;
| dismutase ; Ubiquinol ;
Endogeénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) ;
peroxydase; Caroténoides ;
NADPH oxydase ; ~ Polluants ; Catalase. Polyphénols
Chaine respiratoire ~ Radiations (X, UV) ; alimentaires.
mitochondriale ; Xénobiotiques
Peroxysome ; pro-oxydants ;
Cycloxygénase ; Cytokines pro-
Lipoxygénase ; inflammatoires.
Xanthine oxydase ;
Cytochrome P-450.

Figure 1.Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants.



Chapitre 01 : Stress oxydatif

1.2 Définition d’un radical libre ou ROS :

Un radical libre est une substance chimique avec un seul électron, ce qui le rend
réactif avec d'autres molécules. Selon la nature des radicaux libres, cela est variable. En
biologie, les radicaux libres sont généralement formés par le gain d'électrons d'O(figure
2).

Les espéces réactives de lI'oxygene (ROS) comprennent tous les dérivés radicaux
libres de I’oxygene (O27, OH", NO", ROO"), ainsi que les composés non radicaux (ROOH,
H202, 10,) (Milane, 2004). .

Formation des radicaux libres

Electrons appanes = Electron célibataire
= stabilite = instabilité
/\ > )
—_—h \ —_—e
L/ Ve’ L/ —
Atome stable Perte d’'un électron
Figure 2. Formation des radicaux libres.
Il est donc important d'évoquer le paradoxe de I'O2: il est essentiel au

fonctionnement cellulaire, mais c'est aussi une source de ROS, qui peut endommager les
macromolécules biologiques (ADN, protéines, phospholipides membranaires) (Droge,
2002). ROS participe a la prolifération cellulaire et a la mort cellulaire programmée en

agissant comme un second messager (Thannickal et Fanburg, 2000; Droge, 2002).
1.3 Lesantioxydants :

Les antioxydants sont un groupe de molécules susceptibles d’inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les ERO. Ils peuvent agir en réduisant
ces especes, en les piégeant pour former des composés stables, en isolant le fer libre, ou en
génerant du glutathion (Favier, 2003 ; Dan, 2008).

Impliquent de nombreux antioxydants, principalement le systeme enzymatique Et
non enzymatique (Amadou, 2004; Yoo et al., 2008) (figure 03).



Action des antioxydants sur les radicaux libres

Elect
ajecgurtoo."e1 N
: O A
N/ N _J

Don d'électron

Antioxydant ——el f e Atome stable

Figure 3. Action des antioxydants sur les radicaux libres.

1.3.1 Les antioxydants enzymatiques :

Cette ligne de défense est principalement composée de trois enzymes: le

superoxyde Dismutase (SOD), catalase et glutathion peroxydase (GPX) (figure 4)

Ces enzymes ont des effets complémentaires sur la cascade des radicaux libres au
niveau de superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne, conduisent finalement a la formation

d'eau et d'oxygeéne moléculaire.

202" +2H+ superoxyde dismutase H202 +O2

2H202 Catalase 2H20 +0O2
_

H202 +2GSH Glutathionperooxydase 2H20 +GSSG

—

Figure 4. Réaction enzymatique de piégeage des espéces réactives oxygénées ERO.
(Halliwell,2006)

1.3.2 Les antioxydants non enzymatiques :

Ce groupe des antioxydants contient les protéines de séquestration des métaux, qui

+

agissent en réduisant la disponibilité d’agents pro oxydants, comme Fe?"/Fe3* ou Cu?*'Cu

(ex : la transferrine, la ferritine, I’albumine, caeruloplasmine...etc.).



Chapitre 01 : Stress oxydatif

D'autre part, certaines molécules de bas poids moléculaire agissent soit comme les
cofacteurs de ces enzymes mentionnés soit comme des propres antioxydants. (Antwerpen,
2006)

Les antioxydants a action directe peuvent donner des électrons a lI'oxygene des
radicaux libres, ainsi, ils peuvent le capturer et I'empécher d'attaquer les structures
biologiques. lls peuvent agir en tant qu'agent réducteur capable de transférer des électrons
vers des ROS et de les éliminer (Kohen et al. Nyska, 2002). Ces molécules proviennent de
sources endogenes (glutathion, mélatonine, acide urique, mélanine, etc.) ou des sources
exogenes fournies par les aliments (comme Vitamine C, vitamine E les caroténoides).
(Curtay et Robin, 2000), les polyphénols (Yoo et al.,, 2008) surtout les acides

phénoliques, les flavonoides, les tanins, les coumarines. (Siddhuraju, 2007)
1.4 Les marqueurs biologiques de stress oxydant :

Une production excessive des radicaux libres endommagera directement les
biomolécules: oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides, mais est
également une maladie secondaire causée par les propriétés cytotoxiques et mutagénes des
métabolites particulierement libérés lors de l'oxydation des lipides. Identification des
dérivés d’oxydation de ces différents substrats deviendra donc un signe de stress oxydant.
(Cano, 2007) (tableau 1)

Tableau 1.Exemple de produits dosés couramment pour rendre compte de

I’oxydation d’une cible moléculaire donnée (Cano, 2007)

Produit Exemples

ADN ADN oxydé

8-hydroxy-2 , déoxyguanosine

Lipide Lipide peroxydé Malondialdéhyde (MDA),
isoprostane

Protéines Protéine oxydée Groupe  carbonyl,  tyrosine
hydroxylée



1.5 Les maladies liées au stress oxydatif :

Le stress oxydatif est la principale cause de plusieurs maladies: cancer, Cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu€, cedeme Maladies
pulmonaires, vieillissement accéléré, maladie d'Alzheimer, maladie de Parkinson,
infections intestinales, Rhumatisme, athérosclérose, diabéete (Atawodi, 2005; Georgetti et
al., 2003).

1.6 Alimentation et stress oxydant :

La génération de ROS peut se produire en réponse a divers stimuli au niveau
cellulaire, par exemple, surcharge métabolique causée par un apport excessif des

macronutriments.

En effet, lorsque I'apport calorique dépasse la dépense énergétique, I'augmentation
induite des calories un substrat excessif active le cycle de Krebs, conduisant a la formation
des ROS. Par conséquent, un apport élevé en macronutriments peut induire la production
de ROS (CodonerFranchet al.,2011). Une étude a montré que 75 grammes de glucose
induit une augmentation de la production de superoxyde dans les globules blancs puis
libére en milieu extracellulaire (Mohanty et al., 2000). Les mémes résultats observés apres
ingestion des graisses saturées (Mohanty et al., 2000). Par conséquent, un repas riche en
graisses et en glucides peut provoquer une oxydation, avec la production de ROS dans le
corps du patient, cela conduit a des maladies inflammatoires plus graves et plus durables :
obésité (Patel et al., 2007).



2 Chapitre I1:

Les polyphénols



2.1 Généralités.

Les polyphénols sont une série de molécules largement distribuées dans le regne
vegétal des racines des plantes aux fruits. Les polyphénols sont des métabolites
secondaires, ce qui signifie qu'ils n'ont pas de fonction directe au niveau des activités de
base des organismes végétaux (comme la croissance ou la production). (Fleuriet, 1982 ;
Yusuf, 2006).

Le terme « composé phénolique » est utilisé pour toutes les substances chimiques
qui ont un ou plusieurs noyaux aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyle dans
leur structure (figure 5) (Bloor, 2001). Un nombre considérable de ces composes est formé
de deux cycles benzéniques A et B reliés par des hétérocycles de type pyranne. La
différence entre ces composes est la position de substitution sur les noyaux A et B, la
nature de I'élément central, la position, la nature et le nombre des molécules de sucre

connectées, et la nature de la liaison hétéropoly (Bloor, 2001; Da Costa, 2003).

Figure 5.Squelette de base des composés phenoliques (Girotti-Chanu, 2006).

Les polyphénols sont des produits de condensation de molécules d'acétyle-Coa et
de phénylalanine.
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2.2 Les principales classes des composés phénoliques :

Selon Harborne (1998), on peut distinguer différents types de polyphénols en

fonction du nombre d'atomes constitutifs d'une part et de la structure du squelette de base
d'autre part (figure 6).

Quatre catégories principales sont largement utilisées :

* Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques).
* Les flavonoides.

* Les tanins et lignines.

* Plus rares les coumarines, les stilbénes.
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Figure 6. Les différentes classes des polyphénols.
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2.2.1 L’acide phénolique :

Les aliments sont riches en acides phénoliques, qui peuvent étre divisés en deux
catégories: les dérivés de l'acide benzoique et les derives de I'acide cinnamique. L'acide
hydroxycinnamique est plus courant que l'acide hydroxybenzoique et comprend
principalement I'acide coumarique, l'acide caféique, I'acide férulique et I'acide érucique
(Pandey et Rizvi, 2009).

2.2.2 Tanins:

Le tanin est défini comme un composant polyphénol ayant un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Daltons (Selvakumar et al., 2007).

Selon Scalbert en 1991, ils peuvent étre divisés en deux catégories:

Les tanins hydrolysables: appelés tanins pyrogalliques, sont des polyesters de
glucides et d'acides phénoliques. On distingue 2 types les tanins galliques et les tanins

éllagiques.

Ils sont caractérisés par des sels ferriques, le précipité résultant est bleu noir
(Trease et Evans, 1987). Les tanins galliques donnent la coloration rose avec 1’iodate de

potassium (1’acide gallique libre est coloré en orange par ce réactif).

Tanins condensés: Leur structure est similaire a celle des flavonoides et ils n'ont pas
de sucre dans leurs molécules. Ils sont composés de deux ou plusieurs molécules de flavan-
3-ols, qui sont reliées par des liaisons carbone-carbone, caractérisé par le sel de fer, le
précipité coloré obtenu est brun-vert (Trease et Evans, 1987). En présence de chlorhydrate

de vanilline, les tanins condensés sont colorés en rouge (Paris et Hurabielle, 1981).

2.2.3 Les flavonoides :

Les flavonoides désignent une variété de composes naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Marfak, 2003). Ces molécules sont considérées comme des
pigments dans les plantes. Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois méme des feuilles (Bruneton, 1999). lIs existent le plus souvent naturellement
sous forme d'hybrides (Ghestem et al., 2001) (figure 7).
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Figure 7.Structure générale des flavonoides.

2.2.4 Lignanes :

La formation de ces composés implique la condensation d’unités

phénylpropaniques (C6-C3). Elles sont largement distribuées dans les plantes.
2.3 Propriétés biologiques des polyphénols :

De nos jours, les propriétes des polyphénols ont été largement étudiées dans le
domaine médical etils sont considérés comme antivirales, antitumorales, anti-
inflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses. Ils ont également un effet positif sur

I'obésité, le diabéte, la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson.

Les polyphénols peuvent également contrbler la croissance et développer les
plantes en interagissant avec diverses hormones végétales de croissance. lls permettent aux
plantes de résister aux rayons ultraviolets certains d'entre eux agissent comme des
antitoxines végeétales, comme l'alcool isoflavone Infections causées par des champignons
ou des bactéries. (Makoi et Ndakidemi, 2007)

Les recherches de Landolfi et coll (1984) ont montré que certains polyphénols
anti-inflammatoires peuvent modifier le métabolisme de I'acide arachidonique dans les

Plaquettes.
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3 Chapitre IllI:

Zizyphus lotus



Chapitre 03 : Zizyphus lotus

3.1 Présentation de Zizyphus lotus :

Zizyphus lotus (jujubier) est une sorte de fruit appartenant a la famille des
Rhamnacées, un arbuste épineux (Bamouh, 2002). Communément appelé "Sedra” en
Afrique du Nord (Borgi et al., 2007). Il forme des touffes de quelques métres de diameétres

jusqu’a 2m de hauteur. (Figure 8)

Figure 8.Morphologie générale de Zizyphus lotus.

3.2 Nomenclatures du Zizyphus lotus :

Nom scientifique Zizyphus lotus Lam.

Zizyphus Lotus L. aussi connut sous le nom de Jujubier des
Lotophages ou Jujubier de Berbérie(Baba Aissa., 1999).

Synonymes

Autres Synonymes Zizyphus sativuscreat, Zizyphus orthacanthaDC(Von Maydelle.,
1990).

—Arabe : Sedrza, Djerdjer, Azar, N’ beg.

— Frangais : Jujubier sauvage ou Jujubier des Lotophages, Jujubier, Dindonnier.
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— Italien : Giuggioloselvatico(Baba Aissa.,1999 ;Borgi et al .,2007).

3.3 Noms régionaux.

3.4 Classification botanique :

Régne Végétale.
Embranchement Spermatophytes.
Sous embranchement Angiospermes.
Sous classe Dicotylédone.
Ordre Célastrale.
Famille Rhamnacées.
Genre Zizyphus.
Espéce Zizyphus lotus L.

Tableau 2. La position systémique de Zizyphus lotus selon (Quezel et Santa., 1962).

3.5 Origine géographique :

3.5.1 Dansle monde :

Il existe environ 100 espéces du genre Zizyphus, principalement réparties en Asie et
en Ameérique tropicales et subtropicales, tandis que quelques espéces vivent en Afrique et

dans les régions tempérées (Bonnet., 2001).

3.5.2 En Algérie :

Zizyphus Lotus L. est réparti dans les régions arides du sud de 1’Algérie, dans le
climat aride de I'Ain Ouessara et de la Maessad (willaya de Djelfa), et la wilaya de Taghit a
Bechar a un climat saharien. (Mounni, S., 2008)

Zizyphus lotus provient de la wilaya de Tlemcen (Zariféte) située a 1’Ouest algérien
entre 35°05’et 35°25” de latitude nord et entre 0°15” et 2°15° de longitude ouest.
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Figure 9. Aire de répartition du Zizyphus lotus L en Algérie. (Quezel et Santa., 1962)

3.6 Composition biochimique de Zizyphus lotus :

3.6.1 Meétabolites primaires :

Des études phytochimiques sur Zizyphus lotus montrent la présence de métabolites

primaires et secondaires. (Catoir et al., 1999) (tableau3)

Les graines de Zizyphus lotus sont une source intéressante de matiéres grasses.
(Bellakhdar, 1997)

Protéines 19.11%
Carbohydrates 40.87%
Lipides 32.92%
Sucres 20%

Tableau 3. Pourcentage des compositions primaires du Zizyphus lotus. (Chouaibi., 2011)

Vitamine A : Les vitamines sont impératives en période de croissance. (Hercberg
et al, 1998)
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3.6.2 Métabolites secondaires :

Le Zizyphus lotus en tant que plante médicinale synthétise de nombreux composés

appelés meétabolites secondaires, tels que les polyphénols (flavonoides, tanins), les

triterpénes, les anthraquinones, les alcaloides (cyclopeptides et isoquinolides), les
saponosides. (Catoire et al., 1994; Borgi et Chouchane., 2006) (tableau04)

Organe végétal Composition chimique Références
Ecorce des racines | -tanins (Borgi et al., 2007(a)).
-flavonoides, saponines de type damarane
-alcaloides cyclopeptidiqueslotusines A-G (Borgi et al., 2007(b)).
Fruits -flavonoides, tanins, saponine,alcaloides (Borgi et al ., 2007(b)).
Feuilles - flavonoides, tanins, alcaloides

- saponine de type dammarane : (Borgi et al., 2007(b)).

. Jujuboside B
. Jujubogenin glycosides

. dérivé sulfaté de jujubosaponine (Macuik et al., 2004).

Tableau 4. Composition en métabolites secondaires des différents organes du Zizyphus
lotus. (Borgi et al., 2007(a) : Borgi et al., 2007(b))

3.7 Activités biologiques et thérapeutiques de Zizyphus lotus L:

Zizyphus Lotus L. est une plante médicinale utilisée en médecine traditionnelle

dans de nombreux pays. Elle a des effets calmants, toniques et anti-inflammatoires.
(Ghedira., 1995 ; Claudine, 2007 ; Mounni., 2008)

La feuille de Zizyphus lotus a un effet analgésique, qui est attribué a la
teneur en ses composants actifs ; flavonoides et saponines (Borgi et al.,
2007). lls sont également utilisés contre les piqures des vipéres au Sahara.
(Benchalah., 2004)

Le décocté des racines est utilisé par les personnes diabétique comme
hypoglycémiant (Lahlou.,2002 ; Allali.,2008)
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e Les fruits sont préconisés dans le traitement de gorge et les affections
respiratoires (Baba Aissa., 1999 ; Borgi.,2007). Zizyphus lotus L. est
également utilisé pour soigner le tube digestif et le foie. (Baba
Aissa.,1999)

L’industrie pharmaceutique moderne recherche encore largement sur la diversité
des molécules a différentes activités pharmacologiques de Zizyphus lotus. Parmi ces

effets on souligne les plus importants :

3.7.1 Activités antioxydantes :

La concentration de diverses vitamines (vitamines A, C et E) et acides gras dans les
racines, les tiges, les feuilles, les fruits et les grains de Zizyphus Lotus L., sont évaluées

’activité de son extrait aqueux sur le statut antioxydant (Benammar, 2010).

3.7.2 Activités inflammatoires et analgésiques :

L'effet anti-inflammatoire est causé par les saponines des racines et les oligomeres
flavonoides totaux (OTF). L’équipe de recherche (Borgi et Chouchane.,2007) a montré
que les saponines et les OTF d'écorce de racine de Zizyphus Lotus L. peuvent minimiser

l'cedéme racinaire de la patte (induite expérimentalement chez la souris)

De plus, la méme équipe de recherche a également prouvé que d'autres, extraits de
racines (eau, chloroforme, acétate d'éthyle et méthylaldéhyde) et extraits de feuilles, ont
des effets anti-inflammatoires et analgésiques. (Borgi et al., 2008)

3.7.3 Activités antiulcérogenes :

(Borgi et al., 2008) ont montré des effets gasetro-protecteurs des tanins et des flavonoides
sur Pactivité anti-ulcérogénique des extraits aqueux de racines, de feuilles et de fruits de

Zizyphus lotus L.

3.7.4 Activités antimicrobiens :

Il a été prouvé que I'extrait d'éther de pétrole, de chloroforme, d'acétate d'éthyle et de
méthanol de Zizyphus Lotus L. a une activité élevee contre neuf champignons pathogenes
in vitro. (Lahlou et al., 2002 ; Ghedira et al., 1995).
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Matériel et méthodes
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4.1 Matériel :

4.1.1 Matériel végétal :

La plante étudiée Zizyphus lotus, récoltés des régions de Tlemcen en décembre
2020 a été trie, séché a I’obscurité pendants une vingtaine de jours. Une fois séchées, les
racines ont été concassees au broyeur sous forme de poudre(Figurel0). Cette poudre

végetale subira une étape de dégraissage.

Figure 10.Poudre des racines de Zizyphus lotus.

4.1.2 Extraction des polyphénols totaux :

Aprés un dégraissage de 6 heures, la poudre végétale ainsi récupérée va étre

soumise & une macération hydro alcoolique.

L’extraction des composés phénolique consiste a macérer a froid 1’échantillon (la
poudre dégraissée) a analyser dans une solution de méthanol aqueuse pendant 24h. Aprés
filtration, la solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous pression réduite a
40°C (Yu et Dahlgren, 2005).

e Mode opératoire :

5g de la poudre dégraissée est soumis a une maceration dans un melange méthanol /
eau (70/30: v/v) pendant 24 heures. Cela permet une meilleure extraction des composés
polyphénols. Apreés filtration, la solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous

pression réduite 40°C.
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2.Macération

3.Filtration

Figure 11. Protocole d’extraction des polyphénols totaux.

e Détermination de rendement :

Le rendement désigne la masse de D’extrait déterminée aprés évaporation du
solvant, il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a

I’extraction.

La formule de calcul du rendement d'extraction est la suivante :

M ballon apres évaporation—M ballon vide

Rdt % = *100

M échantillon
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Avec :

e M extrait (M ballon apres évaporation-M ballon vide) = masse de 1’extrait en gramme.
e M échantillonne = masse de I’échantillon en gramme (M échantillon = 5 g).
(Boubekri, 2014)

4.1.3 Dosage des polyphénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux des extraits des plantes est déterminée par la
méthode de Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

Le Folin-Ciocalteu est un acide jaune constitué d’un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et dacide phosphomolybdique (H3PMO12040). Le
principe de cette méthode repose sur 1’oxydation des composés phénoliques par le réactif.
(Vermerris et Nicholson, 2006)

Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un
complexe bleu composé d'oxyde de tungstene et de molybdéne. L'intensité de la couleur
est directement proportionnelle a la teneur en composés phénoliques oxydés. (Boizot et
Charpentier, 2006)

e Mode opératoire :

200 pl de I’extrait est ajouté a 1 ml du réactif de Folin Ciocalteu dilué 10 fois, puis
on ajoute 800 ul d’une solution de carbonate du sodium(Na2CO3) (75g/I) apres 30 minutes

d'incubation, et a I’obscurité, I'absorbance a été mesurée a 765 nm.

Les concentrations des polyphénols sont réalisées a partir des gammes
d’étalonnage établies avec ’acide gallique et sont exprimées en milligramme d’équivalent

d’acide gallique par gramme de matiére séche (ug EA/g MS).

4.1.4 Test de cytotoxiciteé :

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec l'extrait a
différentes concentrations (50-1000ug/ml) dans une solution isotonique et de suivre le taux
d'’hémoglobine libérée par les cellules hémolyses, dans le but d'évaluer la cytotoxicité de
I'extrait, vis-a-vis des GRh.

e Mode opératoire :

Le protocole suivi est celui de Bulmuset ses collaborateurs (2003).
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1.6ml de [Iextrait _|_ 0.4ml de GRh a (10%)

méthanolique

Incubation 30 min a 37C°

!

Centrifugation 10 min a 3000rpm

!

Lecteur de 1’absorbance a 560 nm

Figure 12.Protocole d’évaluation de test de cytotoxicité sur I’extrait des racines de

Zizyphus lotus.

La préparation des dilutions d’extraits phénoliques des racines de Zizyphus lotus et

de I’acide gallique en différentes concentrations de (50-1000pg/ml).
Le taux d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :
%d’hémolyse = (At/Ac) *100
Ac = Absorbance du control
At = Absorbance du test

4.2 L’évaluation de P’activité antioxydante de I’extrait phénolique de Zizyphus

lotus :

Dans nos recherches, l'activité antioxydante in vitro de notre extrait a été prouvée

par la méthode de réduction de fer (FRAP).
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4.2.1 Pouvoir réducteur du fer (FRAP : FerricReducing Antioxydant Power) :

La capacité réductrice de I'extrait est liée & son pouvoir antioxydant.
L’ Activité réductrice du fer de notre extrait est déterminée selon la méthode décrite
par Pan et al. (2008), C’est une réaction chimique basée sur la réduction de Fe® * dans
le complexe KsFe (CN) ¢ en Fe? ™

C’est une réaction chimique basée sur la réduction de Fe®* dans le complexe
KsFe (CN) ¢ en Fe? *. La réaction est révélée par le changement de couleur jaune du
fer ferrique (Fe*") en Fer ferreux bleu (Figurel3).

e Mode opératoire :
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concentrations

Figure 13. Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur de I’extrait phénolique des racines
de Zizyphus lotus(Pan et al., 2008).

4.3 Etude statistique :

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * ecartype. La
comparaison des moyennes entre les témoins et expérimentales est réalisée deux a
deux par le test de student «t». Les valeurs sont considérées significative lorsque
P<0.05 (*), trés significatives lorsque P<0.01 (**), hautement significatives lorsque

P<0.001 (***), et non significative St : P>0.05.



5 Chapitre V:

Résultats et interprétations
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5.1 Rendement de I’extrait phénolique brut de Zizyphus lotus :

L’extraction et récupération de I’extrait nous a permis de déterminer son rendement
en fonction de la matiere végétale séchée. Le résultat exprimé en pourcentage est

représenté dans le tableau suivant :

Rendement en %

Zizyphus lotus

(poudre) 24%

Tableau 5. Rendement de I’extrait phénolique brut des racines de Zizyphus lotus.
Le résultat montre que la poudre de Zizyphus lotus a un rendement élevé en
polyphénols d'environ 24%.

5.2 Dosage des polyphénols totaux :

L'analyse quantitative des phénols totaux a l'aide de ce dosage est déterminée par
I'équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimée en milligramme

d'équivalent d'acide gallique.

Le résultat obtenu de teneur en phénols totaux de 1’extrait phénolique de la plante

étudiée représenté dans le tableau 6.

Phénols totaux (mg EAG/g MS)

Zizyphus lotus

(poudre) 23.2970027 EAG/g MS

Tableau 6. La teneur en polyphénols de I’extrait brut des racines de Zizyphus lotus.



5.3 Test de cytotoxicité :

L’évaluation de test de cytotoxicité sur la plante Zizyphus lotus, les résultats

représentés dans la figurel4.
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Figure 14. Taux d’hémolyse % de Zizyphus lotus et 1’acide gallique.
Poly ZL : extrait phénolique des racines de Zizyphus lotus

AG : acide gallique.

Les résultats indiquent que le taux d’hémolyse de I’extrait phénolique des racines
de Zizyphus lotus est significativement diminué par rapport a I’acide gallique a des
concentrations entre 50- 1000 pg/ml, et a une concentration de 500 pug/ml I’hémolyse de
notre extrait augmente par rapport a 1’acide gallique. On peut conclure que I’extrait

phénolique de Zizyphus lotus ne sont pas toxique.
5.4  Activité antioxydante d’extrait phénolique de la plante étudiée :

Pouvoir réducteur de fer (FPAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) :

Nous avons ¢étudié ’activité antioxydante de 1'extrait phénolique des racines de

Zizyphus lotus par la méthode de réduction du fer (FRAP).

Gréce a la dilution en cascade de I'extrait et de l'acide ascorbique standard et de
BHT, nous pouvons obtenir une gamme de concentration de 0,03 a 1 mg / ml. Pour chaque

concentration, nous avons mesuré la densité optique a 700 nm.

Ces derniers nous fait remarquer que l'extrait phénolique des racines de Zizyphus
lotus a un pouvoir réducteur considérable de 0,904 + 0,0315 a une concentration de 1 mg /

ml.
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Les résultats de DO obtenus ont permis de tracer des courbes, en fonction des
concentrations de I’extrait phénolique et I’acide ascorbique. Les résultats, représentés dans
la figure 15 nous ont permis que la quantité de fer de réduction est directement

proportionnelle & la concentration utilisée.

A des faibles concentrations (0,03- 0.07- 0.156), la réduction du fer est similaire
avec le BHT.

N
oe] w

/ .

== Acide ascorbique

DO a700 nm
4

A sl BHT
| /
0 ,5 7 /
0 hu_ .— T T T T T T 1
0 0,03 0,07 0,156 0,3 0,62 0,125 0,25 0,5

concentration mg/ml

Figure 15.Réduction de fer des extraits des racines de Zizyphus lotus.
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La phytothérapie présente de nombreux avantages, et son activité sur les
organismes est liée a I'implantation des plantes, grace a I'action des substances chimiques

contenues dans les plantes, notamment les polyphénols.

Les polyphénols sont composés d'un groupe de molécules qui ont un large éventail
de réponses dans le regne végétal, localisé des racines aux fruits. Ceux-ci aident les plantes
a survivre dans leur environnement (Richter, 1993) et contribuent a protéger I'nomme de

certaines maladies dans le domaine thérapeutique. (Jean-Jacques macheix et al., 2005)

De plus, les composés polyphénoliques ont des propriétés antioxydants,
antimutagéne, anti inflammatoire, anticancéreux, antiviraux, antimicrobiens (Middleton et
al., 2000 ; ksouri et al., 2007).

En effet, les antioxydants naturels, a leur tour font I'objet de nombreuses études, et
constituent également une nouvelle méthode d'utilisation universelle des métabolites

secondaires, notamment les polyphénols.

Les racines de notre plante Zizyphus lotus renferment un pourcentage élevé en
polyphénols, ce sont les antioxydants les plus abondants dans I'alimentation humaine. C'est
un constituant largement présent dans les fruits et les boissons, comme le thé et le café
(Landete, 2012).

Les différentes espéces de Zizyphus sont utilisées pour traiter certaines maladies,
telles que: I'inflammation, les troubles digestifs, les maladies du foie, la faiblesse, I'obésité,
les maladies du systéme urinaire, le diabéte, les infections cutanées, la fievre, la diarrhée et
I’insomnie (Abu-Zarga et al., 1995, Abdel-Zaher et al., 2005; Suksamrarn et al., 2005).

Dans ce contexte général nous avons évalué 1’activité antioxydante et I'utilité de
Zizyphus lotus dans le domaine thérapeutique, nous nous sommes intéressés a la
quantification des polyphénols de I’extrait phénolique des racines de notre plante, de tester

la cytotoxicité et d’évaluer I’activité antioxydante par le test de réduction de fer FRAP.

Au cours de test de quantification de I’extrait phénolique des racines de Zizyphus
lotus, ont été déterminé le rendement par rapport a la matiere végetale seche. Les résultats
obtenus montrent que 1’extrait phénolique de la plante étudiée a un fort rendement de

I’ordre de 24% en polyphénols et une teneur en polyphénols totaux : 23.297 EAG/g MS
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Selon I’étude de Ghalem (2014) Le rendement de racine de Zizyphus lotus a été
déterminé par rapport 100g de la matiere végétale séche, le résultat représente : 13.9%,
20.090 mg PE/g DW.

Le rendement n'est qu'une quantité relative, il semble lié aux caractéristiques
génétiques de la plante, & l'origine géographique, aux conditions et durée de conservation, a
la date de récolte, a la variété et surtout a la maturité, ce qui est confirmé par les travaux
AbiAzar (2007).

Ces résultats ne peuvent étre comparés aux resultats de la littérature, car ils sont liés

aux caracteristiques génétiques de plantes et sont liés aux facteurs suivants :

— Espéce : La teneur en polyphénols varie d'une espéce a 1’autre.

— Période de récolte : Elle est également liée a la période de maturité ou le taux de
polyphénols de la plante atteint son maximum.

— Conditions climatiques (varie selon la région).

— Conditions expérimentales de laboratoire, notamment la méthode d'extraction
(macération, infusion, décoction...) et le solvant d'extraction : le choix du solvant
(éthanol, méthanol, etc.) agit sur la quantité de polyphénols extraits. (Raffo et
al.,2006).

Jusqu’a présent, trés peu de travaux ont été réalisés pour évaluer qualitativement et
quantitativement 1’activité antioxydante de plante choisie (Prior et al., 2005), par des

méthodes colorimétriques.

Au cours de notre étude, nous avons essayé de tester la cytotoxicité des extraits

phénoliques des racines de Zizyphus lotus sur les globules rouges.

Nos résultats montrent que I’acide gallique provoque une augmentation hautement
significative de taux d’hémolyse dans différentes concentrations. Cette molécule de
réference présent un effet hémolytique tres significatif a partir de la concentration de 50
ng/ml avec un pourcentage d’hémolyse de 1.343%. A une concentration de 1000 pg/ml
I’hémolyse augmente au maximum a 39.57%. Alors notre plante Zizyphus lotus ne présent

aucune toxicité dans des concentrations 50- 1000 pg/ml.

Nos résultats sont en accorde avec Ghalem (2014), qui a testé la cytotoxicité des
extraits phénoliques des racines de zizyphus lotus sur la prolifération splénocytaire qui ne

présente aucune toxicité a des concentrations 31.25-1000 pg /ml.
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Le test de la réduction du fer montre que I'extrait phénolique des racines de Zizyphus
lotus a un pouvoir réducteur considérable de 0,904 + 0,0315 a une concentration de 1 mg /
ml d’une part et d’autres part, A des faibles concentrations (0,03- 0.07- 0.156), la réduction
du fer est similaire avec le BHT.

De plus, la réduction de fer augmente avec la concentration de 1’extrait phénolique
de notre plante. Cela signifie la réduction constante de Fe®* et Fe?* indique le potentiel de
réduction de la plante (Barku et al., 2013).

Dautres études de (Katerer et al., 2012) ont montré que la capacité de réduction

du fer des extraits phénoliques est 5,04.

Enfin, les résultats de nos études et d'autres travaux montrent que les racines de
Zizyphus lotus est une plante médicinale aux propriétés antioxydantes et bénéfiques pour la

santé.
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La connaissance et 1’utilisation des plantes médicinales constituent un véritable patrimoine
de I’étre humain. Cette variété en propriétés biologiques est liée certainement aux vertus
thérapeutiques attribuées a une gamme extraordinaire des molécules de nature phénolique
synthétisées par la plante non seulement comme des agents chimiques contre les maladies,
les prédateurs et les herbivores, mais aussi comme des agents médicinaux tels que les

antioxydants.

L’objectif primordial de notre étude compris le méme contexte dont le but est

d’évaluer les propriétés antioxydants des plantes médicinales.

Dans le cadre de notre travaille, nous nous sommes intéressés d’évaluée le taux
d’hémolyse a un pourcentage 1.343% - 39.57% dans des concentrations 50- 1000 pg/mi
respectivement. Concernant le test de reduction de fer les résultats montrent a des faibles
concentration (0,03- 0.07- 0.156) un pouvoir considérable de 0,904 £ 0,0315

Le test de la réduction du fer montre un pouvoir réducteur considérable de 0,904 +
0,0315 a une concentration de 1 mg / ml d’une part et d’autres part, notre extrait est présent
un pouvoir de réduction similaire celle de BHT. A des faibles concentrations (0,03- 0.07-
0.156).

Le choix de notre plante est fait principalement sur la base de son importance

thérapeutique. Notre étude, nous permet de :

— Déterminer la richesse de la plante en polyphénols.

— De tester la toxicité de notre plante sur les globules rouges, les résultats ont
montré que I’extrait phénolique des racines de Zizyphus lotus ne présente
aucune toxicité.

— D’¢évaluer Dactivité antioxydante de I’extrait phénolique des racines de
Zizyphus lotus par le test de réduction de fer, cette étude montre que notre

plante a une forte activité antioxydante.

En derniére analyse, tous ces résultats obtenus in vitro ne constituent que le premier
pas dans la recherche pour trouver de substances et source naturelle biologiquement active.
Des tests supplémentaires seront nécessaires et doivent pouvoir confirmer la performance

mise en évidence.

Afin d’améliorer I’efficacité, certaines perspectives peuvent étre considérées :
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— Faire des tests phytochimiques pour isoler les différentes classes des
polyphénols.

— Evaluer in vivo [Ieffet de Zizyphus lotus sur la balance
oxydante/antioxydante.

— Evaluer de I’activité antiulcérogéne, anti-inflammatoire et analgésique in

vivo des différents extraits de Zizyphus lotus.
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